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非定型的リン酸化によるチロシンキナーゼ型受容体 EGFRの
細胞内輸送モデルの構築 
チロシンキナーゼ型受容体（receptor tyrosine kinase; RTK）は 1回膜貫通型の受容体であり、
細胞外にリガンドが結合することで分子構造が劇的に変化し、他の分子とホモあるいはヘテロ
二量体を形成することでチロシンキナーゼが活性化され、細胞内にシグナルを伝達する。多く
のがん細胞では RTK の過剰発現や遺伝子変異が認められ、がんの発生や悪性化、抗がん剤耐
性に関与することが明らかとなっており、RTKを標的とした中和抗体やチロシンキナーゼ阻害
剤の開発が進んでいる。腫瘍内微小環境では、がん細胞、マクロファージや白血球などにより
数多くの増殖因子や炎症性サイトカインが分泌されていることから、我々の研究室では RTK
を中心に細胞内シグナルを介したがん悪性化機構の解明を目指して研究を進めてきた。その中
で、炎症性サイトカイン TNF-α（tumor necrosis factor-α）が RTKの 1つである EGFR（epidermal 
growth factor receptor）の Thr-669と Ser-1046/7のリン酸化を誘導すること（Nishimura et al. Mol. 
Cell. Biol. 2009）、増殖因子や炎症性サイトカインによる ERK-RSK 経路の活性化が EphA2 
(ephrin receptor A2) の Ser-897をリン酸化し、がん患者の予後と相関することを明らかにしてき
た (Zhou et al. Nat Commun. 2015)。細胞内シグナルを介したこれらのリン酸化は、リガンドの
結合やチロシンキナーゼ活性に依存する従来の定型的な RTK 活性化機構とは異なる非定型的
制御機構であり、その機能の解明はがん病態の包括的な理解や新たな治療戦略の構築につなが
る可能性がある。したがって、その制御機構の分子生物学的な解析が重要である。
EGFRはEGFやTGF-αなどのリガンドが結合することで活性化し、細胞増殖を制御している。
我々はこれまでに、炎症性サイトカインなどによる細胞ストレスが、MAPKを介して EGFRの
チロシンキナーゼ非依存的な非定型的活性化を誘導することを報告してきたが、リガンドによ
る EGFRシグナル下でもMAPK活性化が起こることから、リガンド存在下においても従来の定
型的活性化と並行して、非定型的な EGFR制御が起こると考えた。そこで第１章では、そのシ
グナル経路と細胞内輸送機構の解析を行った。我々は以前に、がん化学療法剤 Cisplatinによる
DNA損傷が EGFRを制御していることを報告したことから、第２章では肺がん細胞株を用いて
抗がん剤による細胞応答における EGFRの非定型的リン酸化制御と機能解析を行った。これら
の研究を通じて、今なお世界的に注目の集まる EGFR制御研究において、新たな非定型的制御
機構の解明に向け、生理学的かつ抗がん剤治療の観点から検討を行った。
第 1章 リガンド刺激下における非定型的な EGFR活性化制御機構の解析（論文１） 
EGFR はリガンドが結合することにより他の受容体と二量体化し活性化するが、その後、細
胞膜が陥入し、膜小胞に細胞外領域が包まれる様式でエンドサイトーシスする。細胞内へ移行
した EGFRは、エンドソームと呼ばれる細胞内小器官を経て最終的にリソソームで分解、ある
いは細胞膜上へリサイクルするが、その振り分け機構は明らかになっていない。興味深いこと
に、低濃度リガンドでは Clathrinとよばれるアダプター分子依存的に EGFRがエンドサイトー
シスした後、最終的にリサイクルする割合が高い。それに対し、高濃度リガンドではリサイク
ルする割合は低く、多くが分解経路へと運ばれる。このようなリガンド濃度依存的な制御機構
の違いが知られているが、その機構はわかっていない。我々が以前に報告した TNF-αによる
EGFR のエンドサイトーシスは p38 の活性化を介して起こることから、リガンド刺激下での
EGFRのエンドサイトーシスでも p38が関わるのか検討した。p38の阻害剤や siRNAを用いて
論 文 内 容 の 要 旨 
リガンド刺激による EGFRのエンドサイトーシスを免疫蛍光染色およびフローサイトメーター
で解析したところ、興味深いことに高濃度リガンド(100 ng/mL)では p38阻害によるエンドサイ
トーシスへの影響はわずかであったが、低濃度リガンド(3 ng/mL)においては顕著にエンドサイ
トーシスが阻害された。また、タンパク質のリン酸化を部位非特異的に検出できる phos-tagを
用いたウェスタンブロット解析で、低濃度リガンドでは EGFRの定型的活性化を示す Tyrリン
酸化はわずかであるにも関わらず、phos-tag ゲル上でのリン酸化バンドシフトは高濃度リガン
ドと同程度見られた。Phos-tag ゲルでの EGFRのバンドシフトは p38阻害剤の処理で消失する
ことから、リガンド刺激下においても定型的 EGFRシグナルによる p38活性化が EGFRの非定
型的リン酸化とエンドサイトーシスを制御していることが明らかとなった。さらに興味深いこ
とに、それらは低濃度リガンドで顕著であることから、EGFR 研究の大きな課題となっている
リガンド濃度の違いによる EGFR輸送機構に、従来の定型的制御だけではなく p38による非定
型的制御が関与することが示唆された。p38 による EGFR のエンドサイトーシスはチロシンキ
ナーゼ非依存的であることから、EGFR は二量体を形成せず単量体で細胞内に移行する可能性
を検討した。二量体化に重要である細胞外ドメインの一部を欠失し、細胞内ドメインに点変異
を導入した二量体を形成できない EGFR (dimer deficient EGFR; dd-EGFR)を作製し、解析を行っ
た。その結果、dd-EGFRは低濃度だけでなく、高濃度リガンドでも p38による制御が誘導され
たことから、リガンド存在下において EGFRは単量体で p38依存的にエンドサイトーシスする
ことが明らかとなった。EGFR の非定型的なエンドサイトーシスにはリン酸化が重要であり、
どの部位の p38によるリン酸化が必要なのか、リン酸化部位の変異体を作製し解析したところ、
これまで示唆されていた Ser-1046/7 (region 2; R2)のリン酸化ではなく、Ser-1015近傍 (region 1; 
R1)の Ser/Thrリン酸化が p38による EGFRエンドサイトーシスに重要であることがわかった。
Ser-1015 のリン酸化特異的モノクローナル抗体を作製し解析したところ、TNF-αおよび EGFR
リガンド刺激による p38の活性化を介して Ser-1015がリン酸化されていることがわかった。ま
た、免疫蛍光染色によって、p38依存的にエンドサイトーシスしている EGFRは Ser-1015のリ
ン酸化が起こっていることがわかった。さらに、Ser-1015の近傍に位置するLeu-1010/11はEGFR
エンドサイトーシスへの関与が報告されている。Phos-tag を用いた解析で、Leu-1010/11の Ala
置換体とR1変異体のリン酸化バンドシフト様式が酷似していることから、Leu-1010/11のEGFR
エンドサイトーシスへの寄与は、R1のリン酸化と関わっていることが示唆された。
次に、リガンド刺激下でエンドサイトーシスした EGFRが、分解あるいは細胞膜上にリサイ
クルする振り分け機構に非定型的制御が関わるのか、細胞膜上の EGFRを定量的に解析できる
フローサイトメーターと免疫蛍光染色により解析した。EGFR リガンドによる p38 活性化は刺
激後 10分で顕著であり、15分までにエンドサイトーシスが誘導されたが、刺激後 30分までに
多くの EGFR が細胞膜上へリサイクルした。しかし、p38 阻害剤処理下では、p38 の活性化に
伴う刺激後 15分でのエンドサイトーシスが劇的に阻害され、刺激後 30分でも p38非依存的に
エンドサイトーシスした EGFRはほとんどリサイクルしなかった。したがって、リガンド刺激
下でリサイクルする EGFRは p38により非定型的に制御された EGFRであることが示された。
さらに、dd-EGFRを用いた解析においても、分解が顕著に起こる高濃度リガンド刺激で、野生
型 EGFRは刺激後 180分で分解が起こるのに対し、p38によってのみ輸送制御される dd-EGFR
は刺激後 180分でも分解されなかった。したがって、リガンドの結合によって活性化した EGFR
は最終的に分解へ向かい、一方で p38によって制御された EGFRは分解せず、細胞膜上へリサ
イクルすると考えられた。
これまで示してきた EGFRリガンド刺激下での非定型的制御の機能的意義を明らかにするた
め、我々は以前に TNF-αによる EGFRの修飾が、リガンドによる EGFRの活性化を一過的に抑
制する現象を参考に解析した。その結果、非定型的制御が顕著に起こる低濃度リガンドでは
EGFR を細胞内移行することで過剰なリガンドとの接触を回避してシグナルを制御しているこ
とが考えられた。低濃度リガンドで 10 分刺激したのち、続いて高濃度リガンドで刺激したと
ころ、前処理なしと比べて顕著に EGFRの活性化を示す Tyrリン酸化が抑制された。EGFR非
定型的制御のもつ意義は、EGFR シグナルを制御しがん細胞の生存に関与する可能性が示唆さ
れた。
これらの結果から、リガンド刺激下ではより複雑性に富んだ機構で EGFRが制御され、同一
の EGFRリガンドであっても濃度に依存して定型的、非定型的な制御機構バランスが変化する
新たなモデルを確立した(図 1)。 
第 2章 抗がん剤 Cisplatinによる EGFRの非定型的制御機構の解析（論文２） 
がん治療で用いられる Cisplatinによる DNA損傷応答でも p38の活性がみられることから、
第１章で同定した新規の EGFR Ser-1015リン酸化について、肺がん細胞株でそのリン酸化プロ
ファイルを検討した。野生型 EGFRを発現する A549細胞株、exon 19欠損の変異型 EGFRを発
現する PC-9細胞株、exon 19欠損に加え Gefitinib耐性を獲得した T790M二次変異をもつ RPC-9
細胞株のいずれの細胞株、EGFR タイプにおいても、Cisplatin を処理することで p38 の活性化
に伴い Ser-1015のリン酸化が顕著に認められた。p38やMEK阻害剤を用いた検討で、Cisplatin
処理下における Ser-1015のリン酸化はMEK-ERK経路に依存せず、p38を介していることがわ
かった。次に、Cisplatin が誘導する p38 活性化による、EGFR のチロシンキナーゼ活性に依存
しないエンドサイトーシスと Ser-1015のリン酸化を解析した。その結果、EGFRリガンドによ
る生理的応答と同様に、Cisplatin処理によってエンドサイトーシスした EGFRで Ser-1015リン
酸化が起こっていることがわかった。リン酸化部位の Ala 置換変異体を用いた解析からも
Cisplatin誘導性の EGFRエンドサイトーシスに Ser-1015近傍のリン酸化が重要であることが明
らかとなった。
以上の結果から、これまでリガンドによるチロシンキナーゼ活性に依存した定型的活性化に
焦点が当てられてきた EGFRの制御機構に、細胞内シグナルを介した非定型的な制御機構が存
在することを示し、リガンド濃度により両者のバランスが変わることを明らかにした。本研究
は、長年論争が続いているリガンド濃度に依存した EGFR制御の未解明な問題に終止符を打つ
重要な研究成果となるだけでなく、今後、がんの悪性化との関係などの解明に繋がる成果であ
ると考えられる。また、EGFRだけでなく他の RTKでも同様の活性化制御機構が存在しうるこ
とから、がん細胞の複雑な細胞内シグナルカスケードの理解へと発展することが期待される。
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図1、リガンド濃度依存的なEGFR細胞内輸送モデル 
 
 学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
 
チロシンキナーゼ型受容体の 1つである EGFR（epidermal growth factor receptor）は、
EGFなどのリガンド結合により二量体を形成することで活性化される。この機構を定型的活
性化と呼ぶ。肺がんなどでは EGFRの過剰発現や遺伝子変異が認められ、EGFRに対する分子
標的治療が効果を挙げている。我々は、炎症性サイトカイン TNF-αなどの細胞ストレスが
MAPKを介して EGFRの Ser/Thr残基をリン酸化し、エンドサイトーシスを誘導することを報
告してきた。これらのリン酸化は、リガンド結合やチロシンキナーゼ活性に依存する定型
的な活性化機構とは異なる非定型的制御機構であり、その機能の解明はがん病態の包括的
な理解や新たな治療戦略の構築につながる可能性がある。リガンドによる EGFRシグナル下
でも MAPK 活性化が起こることから、従来の定型的活性化と並行して非定型的な EGFR 制御
が起こると考えた。本研究では、非定型的なメカニズムの詳細な分子メカニズムを解析し、
EGFRの新しい細胞内輸送モデルの構築を行った。 
1．リガンド刺激下における非定型的な EGFR活性化制御機構の解析 
リガンドにより細胞内へ移行した EGFRは、最終的にリソソームで分解、あるいは細胞膜
上へリサイクルするが、その振り分け機構は明らかになっていない。また、刺激するリガ
ンド濃度が低い場合は、エンドサイトーシスした後、最終的にリサイクルする割合が高い。
それに対し、高濃度リガンドでは多くが分解経路へと運ばれる。しかし、このようなリガ
ンド濃度依存的な細胞内輸送制御機構は依然として不明なままである。 
TNF-αによる EGFR のエンドサイトーシスは p38 の活性化を介して起こることから、まず
リガンド刺激下でのエンドサイトーシスにも p38 が関わるのか検討した。その結果、高濃
度リガンドでは p38 阻害によるエンドサイトーシスへの影響はわずかであったが、低濃度
リガンドにおいては顕著に阻害された。したがって、EGFR 輸送機構に、従来の定型的制御
だけではなく p38による非定型的制御が関与することが示唆された。また、p38による非定
型的な制御では、EGFR は単量体のままエンドサイトーシスすることが明らかとなった。こ
れには、p38による Ser-1015近傍の非定型的リン酸化が重要であることがわかった。次に、
エンドサイトーシス後に分解、あるいはリサイクルへの選択的ソーティング機構に非定型
的制御が関わるのかを解析した。リガンド刺激後 15分までにエンドサイトーシスが誘導さ
れたが、刺激後 30分までに一部の EGFRが細胞膜上へリサイクルした。しかし、p38阻害剤
存在下エンドサイトーシスした EGFRは、刺激後 30分でもほとんどリサイクルしなかった。
したがって、リガンド刺激下でリサイクルする EGFR は、p38 により非定型的経路によりエ
ンドサイトーシスした EGFRであることが示された。一方、リガンドの結合によって定型的
に活性化した EGFRは、最終的にリソソーム分解へ向かうことがわかった。 
これらの結果から、リガンドによる EGFRのエンドサイトーシスには、リガンドが結合し
た二量体 EGFR の定型的経路と、活性化された p38 によって細胞内から誘導される単量体
EGFR の非定型的経路があることがわかった。また、エンドサイトーシスした後、定型的経
路からリソソーム分解へ、非定型的経路からリサイクルへと向かうことがわかった。さら
に、刺激するリガンドの濃度によってこれら二つの経路の割合が変化し、低濃度リガンド
では非定型的経路が、高濃度リガンドでは定型的経路が優位に起こることがわかった。 
 
 ２．抗がん剤CisplatinによるEGFRの非定型的制御機構の解析 
がん化学療法剤 Cisplatinによる DNA損傷応答でも p38の活性化がみられることから、
肺がん細胞における EGFR の非定型的リン酸化およびエンドサイトーシスを解析した。野生
型 EGFR を発現する A549 細胞株、exon 19 欠損の変異型 EGFR を発現する PC-9 細胞株、
Gefitinib耐性を獲得した T790M二次変異をもつ RPC-9細胞株のいずれの細胞株、EGFRタ
イプにおいても、Cisplatinを処理することで p38の活性化に伴い Ser-1015のリン酸化が
顕著に認められた。次に、Cisplatinによるチロシンキナーゼ活性非依存的 EGFRエンドサ
イトーシスにおける Ser-1015リン酸化を解析した。その結果、EGFRリガンドによる場合と
同様に、Cisplatin処理によってエンドサイトーシスした EGFRは Ser-1015がリン酸化され
ていることがわかった。リン酸化部位のAlaに置換した変異体を用いた解析から、Cisplatin
誘導性の EGFR エンドサイトーシスにも Ser-1015 近傍の非定型的リン酸化が重要であるこ
とが明らかとなった。 
以上の結果から、これまでリガンドによるチロシンキナーゼ活性に依存した定型的活性化に焦
点が当てられてきた EGFR の活性制御機構に、細胞内シグナルを介した非定型的な機構が存在
することが明らかになった。本研究の成果は、長年論争が続いているリガンド濃度に依存した
EGFR 制御機構を解明したものであり、今後、がんの悪性化における役割解明にもつながる可能
性がある。また、EGFR だけでなく、他の増殖因子受容体でも同様の活性化制御機構が存在して
いる可能性が考えられることから、がん細胞の複雑な細胞内シグナルカスケードの理解へと発展
することが期待される。 
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